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RESUMO

Objetivo: Avaliar aatividade proliferativadosfibroblastos dacdpsulade
Tenon, provenientes de explantes de pterigios primérios e recidivados e
daconjuntivanormal. M étodos. Foi realizado estudo prospectivo, rando-
mizado, avaliando-se43 pegascirargicas, produto daexéresede 30 pterigios
primarios e 13 recidivados, além de fragmentos da capsula de Tenon
normal, obtidadosproprios portadoresde pterigio. Foram avaliadasataxa
de proliferagdo, migragéo e confluéncia, analisadas segundo dados dos
portadores como: idade, localizagdo da lesdo, tipo de lesdo (tamanho,
involutivo ou carnoso), primario ou recidivado. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise estatistica. Resultados: Dentre os 30 pterigios
primarios cultivados, 70% migraram e proliferaram e 60% chegaram a
confluéncia. A migracdo, proliferagdo e confluéncia iniciaram-se mais
precocemente nas culturas de fibroblastos provenientes de pterigios em
comparacao aguel as provenientes da Tenon normal. Os pterigios recidi-
vados apresentaram migracdo mais precoce que os primarios. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa quanto ao inicio da migragéo,
proliferacdo e confluéncia entre os pterigios carnosos ou involutivos,
assimcomoentreospterigiosdegraus|-I1 eosdegrausl|i-1V. Conclusio:

O cultivo celular defibroblastosde pterigiosémaisviavel queo de Tenon
normal. A migragdo, proliferaco econfluénciadiferemem pterigiospriméa
rios e recidivados. Pterigios carnosos e involutivos sdo semelhantes em
cultura, assim como ndo existe diferenca entre os pterigios segundo o
tamanho da les&o.

Descritores: Pterigio; Recidiva; Proliferacdo de células; Fibroblastos; Conjuntiva

INTRODUGAO

Apesar daelevada ocorrénciaem nosso meio, existe aindamuitacontro-
vérsia em relagdo a etiologia do pterigio, sua patogénese e tratamento®.

Hafortesevidénciasde que aluz ultravioleta (UV) representaimportan-
te fator de risco para o desenvolvimento da lesdo®, mas ainda ndo foi
possivel induzir experimentalmente o pterigio em animais expostos aradia-
¢ao®, Qutros fatores etioldgicos possiveis s80 a exposicdo ao vento,
poeira, altas temperaturas e baixa umidade do ar, de modo que, a agressdo
crénica aos olhos, na area da fenda palpebral, provoca lesdes nervosas
corneanas e causa ul ceragfes limbares troficas indol ores, fazendo com que
amembrana de Bowman alterada, possibilite a migragcdo dos ceratoblastos
como ilhas progressivas subepiteliais, com progressdo da cabeca do pteri-
gio em diregdo ao centro da cornea®®,
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Do ponto de vista histolégico, o epitélio que faz parte da
lesdo é normal, estando a alteracdo localizada na porgéo sub-
epitelial, ou sgja, nacépsulade Tenon, onde ocorre crescimen-
to fibrovascular com caracteristicas de degeneracdo elasto-
tica”. O estroma possui também IgE, IgG, plasmdcitoselinfo-
citos, apontando para fator alérgico®.

Devido aos muitos fatores ambientais que atuam sobre o
pterigio, os ensaios clinicos ndo permitem que se conclua
sobre a sua patogenia ou sobre a melhor maneira de traté-lo.
Estudos “in vitro” poderiam trazer novos conhecimentos para
0 assunto.

Assim, o objetivo deste estudo € avaliar a atividade proli-
ferativa dos fibroblastos da capsula de Tenon, provenientes
deexplantes de pterigios primarios erecidivadosem culturade
células, comparando-os com a atividade proliferativa dos
fibroblastos da cdpsula de Tenon normal.

METODOS

Foi realizado estudo prospectivo, controlado, duplo cego,
na Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP, avaliando-se
fragmentos da cdpsula de Tenon e de conjuntiva normal, de 30
pterigios primarios e 13 recidivados. Os espécimes foram obti-
dos da capsula de Tenon dos pterigios e da conjuntiva sadia do
mesmo ol ho, removidado setor temporal inferior. Os portadores
de pterigio temporal ou nasal etemporal, foram excluidos.

Os fragmentos de tecido foram colocados em meio de cul-
tura e separados conforme provenientes de portadores de
pterigio primario, recidivado e capsulade Tenon normal.

Foram avaliados dados dos portadores, como a idade e 0
tipo de lesdo: involutivo ou carnoso, tamanho (graus |, 11, 111
ou V) eseprimério ou recidivado.

A taxa de proliferacéo dos fibroblastos conjuntivais em
culturafoi avaliadadiariamente, durante 50 dias.

Os dados obtidos foram submetidos & andlise estatistica
pelo método de comparacdes binomiais, aplicando-se o teste
de Mann-Whitney e o teste de correlacdo de Spearman para
situacdes em que houve necessidade.

M étodo decultivo celular: aspecascirurgicasforam colo-
cadas em tubos tipo Ependorff estéreis e hermeticamente fe-
chados, estocados atemperaturade 5°C, em periodo inferior a
3 horas ap0s a exérese, para seu processamento. Sob condi-
¢Oes de assepsia, na cdmara de fluxo laminar, as amostras
foram colocadas em placas de Petri de 35 mm e lavadas com
meio DMEM/F12 (Gibco, suplementado com: 5ml/I devitami-
nas TC minimal Eagle 100X, 0,01 U/ml deinsulina, 1,4 g/l de
bicarbonato de sddio, 400.000 U/ml depenicilina, 40 mg/ml de
gentamicina, 5mg/ml deanfotericina-B e 15 ug/l de glutationa,
com pH final de 7,0), para a remocéo do excesso de células
sanguineas e entdo cortadas em fragmentos de aproximada-
mente 1 mm? com pinga e tesoura cirdrgicas delicadas e esté-
reis. Estes fragmentos foram colocados em frascos poliestire-
no estéreis para culturade células, de 25 mm? (TPP), com 1 ml
de meio DMEM/F12 suplementado com 15% de soro fetal
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bovino (SFB - Cultilab) e mantidosem estufaa 37°C com 5% de
CO,. A adicéo de meio DMEM/F12 com SFB a15% foi feitaa
cada 3 ou 4 dias, com acompanhamento e exames das culturas
sob microscépio deinversdo, para a observagéo do comporta-
mento dos fibroblastos (aderéncia, migracédo e proliferacéo)
até que se obtivesse um nimero satisfatorio de células em
cultura, definido pela observacéo de células com alta ativida-
de mitdtica e confluentes.

RESULTADOS

Foram estudados 69,76% pterigios primariose 30,23% reci-
divados, sendo 58,13% pterigios Graus| el e 41,86%, Graus
Il e IV. Quanto ao tipo de pterigio, 76,74% eram carnosos e
23,25%, involutivos.

Deacordo com asfaixasetarias, 6,97% tinham idadevarian-
do de 21 a 30 anos, 0,93% de 31 a 40 anos, 25,58% de 41 a50
anos, 18,60% de 51 a60 anos e 27,9% eram maiores de 60 anos.

Dentre os 30 pterigios primarios cultivados, 70% deles mi-
grarameproliferaram e 60% chegaram aconfluéncia. Em 10%foi
observada contaminagdo com células epiteliais da conjuntiva
durante a proliferagdo, sendo estes, descartados. Quanto aos
13 pterigiosrecidivadoscultivados, 23,07% migraram, prolifera-
ram e confluiram. Dos 43 fragmentos de cépsula de Tenon
normal, 4,65% migraram, proliferaram e confluiram (Gréfico1) e
em 2,32% houve somente migracéo, sem proliferacéo.

A figura 1 mostra aimagem dos fibroblastos proliferando
em meio decultura

L evando-se em conta o nimero total de espécimes coloca-
dos em meio de cultura, as porcentagens de células que cres-
ceram com relacdo ao nimero de dias necessérios para que
houvesse o crescimento podem ser observadas no gréfico 2.

Quando comparadas culturas de fibroblastos provenien-
tes da Tenon normal e fibroblastos provenientes de pterigios,
observou-se que amigragao, proliferacéo e confluénciainicia-

80%-

nPterigio primario .Pterigio recidivado [ Tenon

Grafico 1 - Distribuicdo dos pterigios (primarios e recidivados) e Tenon,
segundo o resultado do cultivo celular
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ram-se mais precocemente nas culturas de fibroblastos prove- N&o houve diferenca estatisticamente significativa quanto
nientes de pterigios em comparacdo aquelas provenientes da ao inicio da migracdo, proliferacdo e confluéncia entre os
Tenonnormal (Gréfico2eTabelal). pterigios carnosos e involutivos (Tabela 3).

Os pterigios recidivados apresentaram inicio mais precoce Também ndo houve diferenca estatisticamente significati-
da migracdo, quando comparados aos primarios, com valores va quanto ao inicio da migracdo, proliferacdo e confluéncia
que ndo diferiram significativamente paraaproliferacéo e con- entre os pterigiosde graus|-11 eosde graus|1I-1V (Tabela4).
fluéncia(Gréfico2 e Tabela?2). Comrelacdo afaixaetéria, amigracéo eaproliferacdo, nos

pterigios primarios ou recidivados, ocorreram de forma seme-
Ihante, distribuidas por todas as idades, principalmente pre-
sentes nos portadores acimados 60 anos de idade (Gréfico 3).

A confluénciaocorreu em 18 pterigios primarios e apenas 3
casos de pterigios recidivados. Mesmo assim, foi possivel
notar que a confluéncia dos fibroblastos em cultura ocorreu
em todas as idades, tendo os portadores de 41 a 50 anos e 0s
acima dos 60 anos apresentado em proporgdes superiores ao
observado para as outras faixas etarias (Grafico 4).

O teste de correlagdo de Spearman mostrou que ndo houve
correlacdo entre a migragéo, proliferacdo ou confluéncia dos
fibroblastos em cultura(Tabelab).

DISCUSSAO

Osfibroblastos da Tenon normal apresentaram indices mui-
to inferiores aos observados nos fibroblastos dos pterigios. A
dificuldade dos fibroblastos da cdpsula de Tenon normal se

Figura 1 - Fibroblastos proliferando em aumento de 40X

Tabela 2. Mediana e semi-amplitude total do inicio da migracéao,
proliferacdo e confluéncia segundo fibroblastos provenientes de
pterigios priméarios ou recidivados
50 . o -~
X Variavel Priméario Recidivado Resultado do
£ 40 * teste estatistico
3 Inicio da migracéo 08 0£10 2,04 (P<0,005)
§ 30 Inicio da proliferacdo  0+16 014 1,67 (P>0,05)
o Inicio da confluéncia  0+21 0+21 1,38 (P>0,05)
o L
- 20
°
GE’ 10 -
‘g & s Tabela 3. Mediana e semi-amplitude total do inicio da migracéao,
0 T T T proliferacdo e confluéncia segundo fibroblastos provenientes de
0 5 10 15 20 pterigios carnosos ou involutivos
dias Variavel Carnoso Involutivo Resultado do
teste estatistico
4 Pterigio primario M Normal Pterigio recidivado Inicio da migragdo 0+10 0+7 0,16 (P>0,05)
Grafico 2 - E 90 infcio d - o d 0l m Inicio da proliferacdo  0+16 0+14 0,11 (P>0,05)
réfico 2 - Epoca do inicio da migracdo das células em cultura em . L
relagdo ao tipo de pterigio, segundo o total da amostra estudada Inicio da confluéncia  0+21 0+16 0,06 (P>0,05)

Tabela 1. Mediana e semi-amplitude total do inicio da migragao,
proliferacdo e confluéncia segundo fibroblastos provenientes da
conjuntiva normal e de pterigios

Variavel Normal Pterigio Resultado do
teste estatistico
Inicio da migracéao 0+7 7+10 4,54 (P<0,0001)
Inicio da proliferacdo  0+14 10£16 4,92 (P<0,0001)
Inicio da confluéncia 0+21 21+21 4,64 (P<0,0001)

Tabela 4. Mediana e semi-amplitude total do inicio da migracéao,
proliferacéo e confluénciasegundo fibroblastos segundo o tamanho
do pterigio (em Graus)

Variavel Graus Graus Resultado do
lell e v teste estatistico
Inicio da migracéao 08 0+10 0,72 (P>0,05)
Inicio da proliferacdo  0£16 0+14 0,39 (P>0,05)
Inicio da confluéncia  0+21 0+21 0,16 (P>0,05)
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Gréfico 3 - Distribuicdo da migracao/proliferagdo em valores porcen-
tuais, segundo faixa etaria dos portadores e tipo de pterigio (primario
ou recidivado)

70%
Bl
60%
50%
40%
5]
30% ~ o
20%
@ &
10% —
0% y T - T T
21-30 31-40 41-50 51-60 > 60
Faixa etéaria
@ Pterigio primario M Pterigio recidivado

Grafico 4 - Distribuicéo da confluéncia segundo faixa etaria do portador
e tipo de pterigio em porcentuais (primario ou recidivado)

Tabela 5. Medida de associac&o entre os tempos de inicio da mi-
gracao, proliferacdo e confluéncia
Associacéao Correlacao Resultado do
de Spearman teste estatistico
Migracdo x proliferagéo 0,91 19,02 (P<0,0001)
Migracdo x confluéncia 0,92 20,22 (P<0,0001)
Proliferacdo x confluéncia 0,97 33,33 (P<0,0001)

estabel ecerem em culturade tecidos é conhecida®9. Foi relata-
do crescimento em 67% dos pterigios primarios, 33% dos pteri-
gios recidivados (resultados semelhantes aos obtidos no pre-
sente estudo) e 22% da Tenon normal®. Outro estudo obteve
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indices ainda menores de crescimento para a Tenon normal
(5,55%)19, este Ultimo muito proximo dos nossos resultados
paraaTenon normal.

O motivo das células normais apresentarem menor Cresci-
mento poderia ser o fato dos tecidos normais necessitarem de
maior quantidade de suplementos e fatores de crescimento,
indispensaveis para o cultivo de células ndo transformadas®.

Diferentes caracteristicas de crescimento em cultura mos-
traram que os fibroblastos derivados de pterigios tem maior
resposta ao soro fetal bovino, necessitando de menores con-
centracdes para crescimento, além de ndo necessitarem da
adicao de fatores de crescimento exégenos, enquanto que as
células de conjuntivanormal sdo incapazes de crescer, mesmo
com aadicéo de fatores de crescimento e em placas recobertas
por colageno®?. Qutra observacéo importante é que apenas
fibroblastos derivados de pterigio sdo capazes de formar col6-
nias em &gar-gel, sendo estaamelhor e mais bem aceita corre-
lacdo in vitro da transformacao/tumorgenicidade®?.

Os fibroblastos de pterigios devem possuir algum dano
molecular, responsavel pelaliberacéo do fator de crescimento
basico de fibroblasto (b-FGF), um potente fator angiogé-
nico13, Usando “meio condicionado” sem soro, a partir de
fibroblastos em crescimento (para evitar os fatores de cresci-
mento presentes no soro fetal bovino), verificou-se a presen-
cade b-FGF, principalmente no “meio condicionado”, prepa-
rado a partir de pterigios recidivados, onde estava presente
em concentragdo seis vezes maior que no meio preparado de
pterigios primarios; porém, houve indice semelhante de su-
€esso no cultivo de pterigios primarios e recidivados (66,7%),
apesar das diferentes concentragdes de b-FGF*213),

Quanto a migracdo, os fibroblastos de pterigios a iniciaram
mais precocemente que os da Tenon normal, tendo sido relatado
que fibroblastos da Tenon norma aderem e migramem 4 a 8
dias™ e os fibroblastos de pterigios, em 24 horas a4 semanas®.
Portanto, 0s nossos resultados estéo de acordo com a lite-
ratura sobre o assunto, sendo mais facil a obtenc&o da mi-
gragéo e proliferacéo de células provenientes de pterigios do
que da Tenon normal.

Dos pterigios cultivados, a migracéo, proliferacéo e con-
fluénciaforam mais presentes em pterigios primarios quereci-
divados. Apenas dois estudos compararam o crescimento de
pterigios primérios e recidivados®, sendo os resultados tam-
bém semelhantes aos aqui observados.

Esta ndo seria a suposic&o mais esperada, uma vez que 0s
pterigios recidivados parecem ter um potencial para cresci-
mento maior que os primarios. Porém, observando-se o tempo
de crescimento, observou-se que apesar do tratamento esta-
tistico ndo ter demonstrado maior agressividade dos fibro-
blastos de pterigios recidivados, a migragdo e proliferacéo
iniciaram-se mais precocemente nos pterigios recidivados, o
que pode sugerir que estes tenham maior capacidade prolife-
rativa que os primarios.

Seria esperado que os fibroblastos de pterigios primarios
carnosos migrassem mais rapidamente que os de pterigios
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primériosinvolutivos, umavez que, clinicamente, os pterigios
€arnosos possuem comportamento mais agressivo e com apa-
rente potencial para o crescimento maior que os involutivos.
Porém, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre eles. Outros autores ndo se referiram ao tempo para
migragéo ou proliferagdo, mas relataram que 85,7% dos pteri-
gios carnosos ou ativos puderam ser subcultivados, enquan-
to o subcultivo foi possivel em apenas 25% dos involuti-
vos™®, sinal indireto de que os pterigios carnosos possuem
maior potencial paraproliferacéo.

Segundo nossos achados, nédo ha correlacdo entre o tama-
nho do pterigio einicio damigracéo, proliferacdo ou confluén-
cia, ndo sendo possivel comparar este dado com a literatura
pelainexisténcia de estudos a respeito.

Com relac@o a idade do paciente, foi observado que a
migragéo e proliferagéo, assim como aconfluéncia, ocorreram
em pterigios provenientes de portadores de todas as idades,
com tendéncia a maior nimero na faixa etaria entre 41-50 e
acima dos 60 anos de idade. Assim, a observacéo clinica de
que os pterigios em jovens apresentam potencial mais agressi-
Vo, inclusive com maior tendénciaarecidivaque osdeindivi-
duos mais idosos, ndo se confirma com o comportamento das
células em cultura, quando, mesmo os fibroblastos de idosos
apresentaram indices de migrac&o, proliferacdo e confluéncia
em proporgdes até superiores aos individuos jovens.

Observou-se ainda que a maioria dos pterigios primarios
iniciou aproliferacdo por voltados 10 dias, independentemen-
te do tipo, tamanho e faixa etéria. Também a respeito disso,
ndo existem relatos naliteratura.

Verificou-se que os pterigios primérios chegaram a con-
fluéncia no minimo com 21 dias, enquanto que os recidivados
confluiram com, no minimo, 24 dias e o Unico caso de Tenon
normal que confluiu, o fez somente com 42 dias. Estes dados
sdo discrepantes com os encontrados por outros¥, que rela-
taram o inicio da confluéncia com 2 semanas, usando MEM e
SFB a 15%. Porém, concordam com outros que verificaram
confluéncia em 2 a 3 semanas, tanto nos pterigios primarios
como nos recidivados, com aproximadamente 1 més para que
os fibroblastos da Tenon normal chegassem a confluir®. As
diferencas entre os estudos podem ocorrer por metodol ogias
diversas e também por fatores relacionados com o tamanho
amostral, sendo necessérias novas observacOes para firmar
0s achados.

Este estudo mostrou ser possivel realizar o cultivo, assim
como o subcultivo, de fibroblastos provenientes de pterigios
primarios e recidivados. Demonstrou, ainda, que o cultivo de
fibroblastos de capsulade Tenon normal émaisdificil queode
pterigios. Além disso, foi possivel observar diferencas na
migrac&o, proliferacdo e confluéncia relacionadas com o fato
dalesdo ser priméria ou recidivada e que estas diferencas nao
sdo significativas se comparados o tipo (involutivo e carnoso)
e o0 tamanho (grau) das |lesdes.

A partir dos dados obtidos, novas pesquisas poderdo ser
delineadas.

CONCLUSAO

O cultivo celular defibroblastos de pterigios é mais viavel
gue o de Tenon normal. A migragéo, proliferacédo e confluén-
cia diferem em pterigios primarios e recidivados. Pterigios
carnosos e involutivos possuem crescimento semelhante em
cultura. O crescimento em cultura também n&o é influenciado
pelo tamanho da leséo.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate fibroblast proliferation activity of the
Tenon capsulefrom primary and recurrent pterygia. M ethods: A
randomized prospective study was performed with 43 surgical
samplesfrom 30 primary and 13 recurrent pterygia, and samples
of normal Tenon capsule from the same pterygium patients.
Proliferation, migration, and confluence rate, and patient age,
lesion location and type (fleshy or involutive; primary or
recurrent) were evaluated. Data were submitted to statistical
analysis. Results: Of the 30 cultivated primary pterygia, 21
migrated and proliferated, and 18 (60%) went to confluence.
Migration, proliferation and confluence started much later in
fibroblasts from normal Tenon than from pterygia lesion. The
recurrent pterygia showed migration, proliferation, and con-
fluence starting much earlier than the primary ones. There was
no statistically significant difference in the start of migration,
proliferation and confluence between fleshy and involuted
pterygia, or between pterygias of Grades I-1l and I1I-1V.
Conclusion: Pterygium fibroblasts are more viablethan normal
Tenon in cell culture. Migration, proliferation, and confluence
differ in primary and recurrent pterygia. Fleshy and involutive
pterygia are similar in culture; there is also no difference bet-
ween pterygia according to lesion sizein cell culture.

Keywor ds: Pterygium; Recurrence; Cell proliferation; Fibro-
blasts; Conjunctiva
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